esp@cenet document view 



Page 1 of 1 



Continuous monitoring of an aerobic environmental biotechnology process 
using a flow system comprises using microorganisms from the process itself 
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Process for monitoring aerobic environmental 
biotechnology processes, including laboratory 
studies, using a flow system comprises 
introducing microorganisms from the process 
being monitored into a measuring chamber, 
calibrating the microorganisms, passing a 
sample through the chamber and measuring 
any change in the state of the microorganisms. 
An Independent claim is also included for 
apparatus for carrying out the process, 
consisting of a flow system comprising a 
measuring chamber or two parallel measuring 
chambers, a control-analysis unit connected to 




a display device and pumps and valves. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren tjnd Vorrichtung zur Oberwachung aerober umweltbiotechnologischer Prozesse 
@ In der Umweltbiotechnologie werden Mikroorganis- 
men mit speziellen Stoffwechselleistungen verwendet. 
Fur einen storungsfreien Prozess ist eine laufende Ober- 
wachung erforderlich, die iiber das aktuelle Substratver- 
wertungspotential der Mikroorganismen standig infor- 
miert. Zur Gewinnung solcher Informationen ist die Be- 
stimmung des biochemischen Sauerstoffbedarfes (BSB 5 
gem. DIN 38409-H51) bekannt - jedoch zur laufenden 
Oberwachung wenig geeignet. Auch bekannte Verfahren 
und Vorrichtungen zur BSB-Schnellbestimmung unter 
Verwendung definierter prozessfremder Mikroorganis- 
men konneri dieses Problem nur bedingt losen. Die erfor- 
derlichen Messeinrichtungen sind sehr aufwendig. 
Der Erfindung liegt deshalb das Problem zu Grunde, ein 
Verfahren zur aufwandsarmen Labor-BSB-Bestimmung 
und zur laufenden Oberwachung aerober umweltbiologi- 
scher Prozesse und damit zur Steuerung dieser Prozesse 
zu entwickejn. Aufierdem soil eine geeignete Vorrichtung 
zur Durchfiihrung dieses Verfahrens geschaffen werden. 
Gemaf^ der Erfindung werden dazu in einem FlieBsystem 
prozesseigene Mikroorganismen in eine Messkammer 
eingebracht, kalibriert, nachfolgend von Proben uber- 
stromt und.Veranderung von ZustandsgrdlSen detektiert 
und ausgeyvertet. Die Mikroorganismen liegen in der 
Messkammer immobllisiert oder frei suspendiert vor. Die 
dazugehorige Vorrichtung besteht aus ein oder zwei 
Messkammern und einer Steuer- und Auswerteelnheit. In 
den Messkammern sind Signalgeber in raumlich enger 
Kopplung zu den ... 
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Beschreibung 

Die lirfindung bcirifri cin Vcrfahren /.ur Ubcrwachung acrobcr uniwcllbiolcchnologischcr Prozcsse einschlicBlich La- 
borunlcrsuchungen sowic cine zur Durchfiihrung dieses Verfahrens gceigncie Vorrichiung. 

fn dcrUmwcll- iind Prodiikibioicchnologic werdcn Mikrcviiganisnien mil speziellcn Slonweciiselleisliingcn vcrwcn- 
dci. I'ur cincn slorungsfreicn Prozcss isl eine laufcnde Ubenvachung erlbrderlicii, die iiber das aktuelle Subslralverwer- 
lungspoicnlial der Mikroorganisnicn slandig inforniicrl. 

lis hal dazu bishcr niclii an Vcrsuchen und Methoden gclc'hli, soiche Infonuaiioncn zu cnnogiichen. 

So ist aus deni Sland dcr lechnik die Anwcndung der l-'licL-liniektionsanalyse (Mow Injeklion Analysis. FIA) bekannl. 
Dabci wird in cincm FiieBsysiem eine Probe in jizicri und ubcr eine Reaklionssircckc cinciii Deteklor zur Emiinlung von 
Konzenlraiionsverandcrungen und anderen Messwcrianderungen zugefiihrt. Bishcr isl jcdoch die Anwcndung der FIA 
auf lypische produklbiologisclic Zwccke und wenige ZusiandsgroBcn wie z. B. Teinperatur, pH-Wert, beschrankl (Schii- 
gerl: "Analytische Mclhoden in der Bioiechnolngie". Vieweg 1991). 

Weiterhin isl aus der Uiiiweltbioiechnologie die Besliminung des biochemischen SaucrsloftTjedarf zum Feslstellen 
von Abwasserverschinulzungen bekannt. 

Dazu wird die fur den Abbau von organischen Materi alien benoiigte Sauerstoftinenge in 5 Tagen erfasst (BSB 5 eeni 
DIN38409-H51). 

Diese weil verbreilele Methode isl Jedoch sehr aufwendig und zur laufenden Konirolle uiiiwellbiotechnologischer Pro- 
zcsse nur beding! geeigncl . Bekannt sind auch Verfahren und Vorrichlungen zur Schnellbestinunung des biochemischen 
S auersiof fbedarfes (BSB ), wie in DE 29 5 1 3 1 1 5 Ul , DE 43 1 4 98 1 C2 und DE 1 96 20 250 A 1 beschrieben. Dabei wer- 
den Jeweils definierte prozessfrenide Mikrooiganismen zugesetzt. 

Femer isl aus der DE 29 51 5965 Ul eine Durchflussmesszelle fiir Biosensoren bekannl, die jedoch eine koniplizierle 
Messcinrichlung aufweisl. 

Alle bekannten Methoden und Anordnungen ennoglichen jedoch kauni eine fruhzeitige bzw. laufende Erkennung 
schnelt wechiselnder biospezifischer Prozesszusiande. 

Der Erfindurig liegi deshalb das Problem zugrunde, ein Verfahren zur aurwandsarinen Labor-BSB-Besliniiiiung und 
zur laufenden Ubcrwachung acrobcr umwcltbiolcchnologischcr Prozcsse und daniit zur Sicucrung dicscr Prozcsse zu 
eniwickeln. AuBerdeni soli eine geeignete \forrichtung zur Durchfuhrung dieses Verfahrens geschaffen werden. 

Das Verfahren gem. der Erfindung lost dieses Problem mil den kennzeichnenden Merkmalen des Paientanspruches 1. 
Vorlcilhalie Ausgeslaltungen hiervon sind in den Palentanspruchen 2 bis 4 angegdjen. 

Danach werden in eineni FlieBsysiem prozesseigene Mikroorganismen in eine MeSkammer eingebrachl. kalibrierl.. 
nachfolgend von Proben iiberstromi und Veranderungen von ZuslandsgroBen detektiert und ausgewertet. 

Wahrend des Messvorganges liegen dabei die prozeBeigenen Mikrooiganismen in der Messkammer gem. Palentan- 
spruch 2 iniriiobilisien Oder frei suspendiert gem. Patentansprucli 3 vor. 

Vorieilhaflerweise erfolgt nach Beendigung des Messvoiganges gem. Palentanspruch 4 eine autoinatische Reinigung 
der Messkanimer. 

Die zur Durchfiihrung des Verfahrens geschaffcne Vorrichtung ist durch die Merkmale des Paientanspruches 5 ge- 
kennzeichnet. 

ZweckmaBige Ausgeslaltungen der Vorrichtung sind in den Patentanspriichen 6 bis 9 angegeben. 

Danach besteht die Vorrichiung aus einem RieBsystem rail einer Messkammer 1; einer Sleuer- und Ausweneeinheii 2 
- verbunden mil einer Anzeigeeinheil 3 - sowie Pumpen und Absperreinrichtungen. 

GemaB einer voiteilhaflen Ausfiihrungsforni nach Palentanspruch 6 beslehl die \forrichtung aus eineni FlieBsysleni 
mil zwei parallel angeordneten Messkammem 1,1 und 1,2; einer Sleuer- und Ausweneeinheii 2 verbunden mil einer 
Anzeigeeinrichtung 3 - sowie Pumpen und Absperreinrichtungen. 

Gem. Palentanspruch 7 sind in der Messkammer bzw. in den Messkammem Signalgeber 4 in raumlich engcr Kopp- 
lung zu den prozesseigenen Mikroorganismen angeordnel. 

AIs Signalgeber werden vorzugsweise gem. Patenlanspruch 8 Sauerstoff-ElekU-oden verwendet. 

Weiterhin enthalten die Messkammem gem. Patenlanspruch 9 vorzugsweise eine semipermeable Menibran mil einem 
Porendurchmesser unter 10 \im. 

Das crfindungsgemaBe Verfahren, unler Verwendung der erfindungsgemaBen \forrichtung weisl den enischeidenden 
Vorleil auf, die prozesseigenen Mikroorganismen als sensitive Komponente zu nutzen und damii auf die Vferwendung zu- 
satzlicher, freniderMikroorganisttien zu verzichten. Damit erzielte Kontrolhmtersuchungen bestatigen den iiberraschen- 
den Vorleil dieser Methode. Die Erfindung emioglicht ein laufendes tJberwachen aerober umweltbiotechnologischer 
Prozesse einschlicBlich Labor-BSB-Untersuchungen und damit Sleuermoglichkeiten. 

Mil der Ausfuhrungsform von zwei Messkammem ist eine vorleilhafte Erhohung der Messfrequenz verbunden. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand der beigefiigten Zeichnungen und Anwendungsbeispiele naher erlaulert. 

Es zeigen^ 

Fig. 1 cine Ausfiihrungsforni des FlieBsysiems gem. Patenlanspruch 5, 
Fig. 2 eine weitere Ausfuhrungsfomi gem. Patenlanspruch 6. 
Fig. 3 resultierende Mes.s-Signale in allgemeiner Form. 

Das FlieBsyslem weisl eine Messkammer 1 oder als Variante zwei parallel angeordnete Messkammem 1 ,1 und 1»2 auf, 
welche Signalgeber 4 enthalten, eine Sleuer- und Ausweneeinheii 2 verbunden mil einer Anzeigeeinrichtung 3 sowie iib- 
liche Pumpen und Absperreinrichtungen. Als Pumpen dienen vorzugsweise Perislaltikpumpen und fur die Absperrein- 
richtungen bevorzugi Schlauchqueischventile. 

In der Messkammer 1 oder den Messkammem 1,1 und 1,2 lauft der eigentUche Messvorgang bzw. Messzyklus ab. Als 
Signalgeber 4 werden bevorzugi Sauersloff-Eleklroden eingeselzl, die sich in den Messkammem in unmitleibarer Nahe 
der Mikroorganismen befinden. 

Zu Beginn der Messung wird suspendierle Biomasse mil den zu charakterisierenden Mikrooiganismen zu den Mess- 
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karunicrn gelorden. 

Die nioMiassc kann wiihrcnd dcr Messung als Suspension in den Mcsskaninicrn vorliegen odcr sic wird an cincr sctni- 
pcrnicablen Menibran. vor/,ugswcisc eincr Kcmspuniienibran mil Porcndurchniessem unter lOfJiii iiniiiobilisiert. 

AnschlicBend wird eine saucrsloffhallige Tragerfliissigkcit (Carrier), vorz-ugswcisc cine PulTerlosung, zu den Mcss- 
kanitiicrn geforderl. Millels dcr Signnlgcber 4 wcrdcn nun Signalc iihcr die Siciicr- iind Aiiswcriceinhcii crfassi iind 5 
eine Grundiinie wird eingcsiclli. 

Zu diskrclcn Zcilpunkicn werdcn weiicrhin die in den Messkanimcrn bcfindlichen Mikroorganisnien mil cincm dcfi- 
nierten BSB-Slandard /.ur Kalibricrung kur/.zcilig bcprobi, welches mcssbarc Sloirwcchselreaklionen bcwirkl. Die aus 
den SlolTwechselrcakiionen resuliiercndcn Signalc werden dcickiierl und ausgewerlet. In Fig. 3 isl ein Mcssablaut'unlcr 
Verwendung von Sauersiofl-EIekirodcn als Signaigebcr dargestclli. lo 

Dcr Abschnitt I zeigl dabei die rcsuitierenden Signale auf zwei aufeinandcrfolgcnde Slandardbeprobungen wahrcnd 
der Kalibricrung. 

AnschlicBend werden die in den Messkamn«em befindlichen Mikroorganisnjcn fur dieselbe Dauer mil deni Analylen 
bcprobi. Dies slelil die Messphase dan Der BSB-Wcrl wird ermitlell, indem die Signale auf die Beprobung mil Analyl. 
mil dcnen aus der Kahbrierungsphase verglichen werden. Aile Messsignale werden in der Sleuer- und Auswerteeinheit 15 
erfasst, iiiaiheinatisch aufgearbeitel und ein BSB-Werl als Messergebnis errechneu welcher die Verwenung des Analylen 
durch die eingesetzlen Mikroorganisnien gegeniiber dcr Verwerlung des Standards durch dieselben angibl. 

Anwendungsbeispiel 1 

20 

Die Laborbesliniinung des Biocheiiiischen Sauersloffbedarfes (BSB) erfblgl nach DIN 38409. H51 iiblicherweise in- 
nerhalb von 5 Tagen. In dieser Zeil wird der SauersiofFverbrauch von Mikroorganisnien durch die Oxidalton organischer 
Verbindungen in Proben mil verschiedenen Verdunnungsslufen unler definienen Bedingungen emiillell. Zu dcr einge- 
setzlen Art der Mikroorganisnien gibl es keine Fesllegungen. Die Analyse dieni meisl dazu, Abwasser hinsichilich ihrer 
Abbaubarkeil in biologischen Abwasserreinigungsanlagen einzuschatzen. 25 

Aufgrund der langen Analysendaucr und des hohcn Gerate- und Periionalaufwandes, der aurirelenden Fehler, aber 
auch bczQglich dcr gcringcn Vcrglcichbarkcil zu den cigcnilichcn Ablaufcn in biologischen Prozcsscn, isl dicsc Mcthodc 
nur bedingt aussagekraftig. 

Die Erfindung wird genulzl, um iin Labor in kur/.er Zeil BSB-Werte von Abwassem zu beslimmen. 

Als Mikroorganisnien koinint eine Mischpopulaiion aus Flussuferbaklcrien zum Einsalz, welche in der Messkammer 30 
1 iiiimobilisiert wird. Als Carrier dient KaHuin-Phosphatpuffer mil deni pH-Werl 7,0, einer Puffemiolaritat von 10 mM, 
einer konstanten Teinperatur von 24°C und einein korrespondierendeni Sauerstoffgehalt bei Nomialdruck von 8,41 nig/1. 
Mil dem Carrier wird.die Messkarmiier iiberstroml. Es erfolgl eine sequentielle Beprobung der Mikrooiganismen in der 
Messkammer mit eiiiem BSB-Standard mil Koniponeiiten Glukose. L-Glulaniinsaure und Harnsloff in definierler Zu- 
sanimensetzung. In der Beprobungsfolge wurde dieser Standard 5 mal mil verschiedenen Kontaktzeiten beprobt. Dieser 35 
Vorgang entspricht der Kalibricrung (Phase I). Nachfolgend werden die Mikroorganisnien in der Messkaiiim er mit Ab- 
wasser definierter Zusammensetzung und bekannlem, rechnerisch eniiittelten BSB-Werl, in der gleichen Weise wie in 
Phase T beprobt. Dies stelll die Messphase dar (Phase II). 

Wahrend des gcsariiten Messablaufes wird die Almungsaktivital der Mikroorganisnien in der Messkammer erf aBi und 
ausgewerlet. Nach erfolgler Messung wird die Messkammer gcspiilt und mit neuen Mikroorganisnien besiiickt. Die fiir 40 
weitere Messungen eingesetzlen Abwasser enlhiellen verschiedene BSB-Konzentrationen, welche durch die Erfindung 
bestininil wurden. 

Die Ergebnisse einer Messreihe sind aus derTabelle 1 zu entnehnien. In Spalle 1 sind dabei die milder erfindungsge- 
inaBen Vorrichlung cmiillelien Messwene zusamniengefasst und den in Spalle 2 rechnerisch (aus der genauen Abwas- 
seranalyse fesullierend) ermittelten Werten gegenubergestellt. In Spalle 3 ist der relative Fehler in Prozent angegeben. 45 

Eine Me$sung gem. der Erfindung dauerte. .35 Minuten. Dies etgibt eine wesentliche Zeitersparnis gegeniiber der Ub- 
lichen Methode. 



Anwendungsbeispiel 2 

so 

In biologischen Stufen industrieller Abwasserreinigungsanlagen ist eshaufig notwendig und okonomisch sinnvoll, in 
Abhangigkeii der oxidierbaren Abwasserfracht NahrstofTe genau zu dosieren. Dazu muB der Anteil biologisch verwerl- 
barer Inhaltsstoffe im Abwasser kontinuierlich geniessen werden. 

Mil der Erfindung wird periodisch alle 45 Minuten autoniaiisch der BSB ini Zulauf einer biologischen Stufe einer In- 
dustrie-Abwasserreinigungsanlage delektiert. 55 

Zu diesem Zweck werden automalisch Mikroorganisnien aus der Belebungsstufe der Abwasserreinigungsanlage ent- 
nonimen und in einer Messkammer iraniobilisierl. Als Carrier diente Leiiungswasser mit einer Temperatur von 30°C und 
einem korrespondierenden Geldslsauerstoifgehalt bei I bar von 7,55 mg/1. 

In der Folge erfolgle eine Kalibrierung (Phase I) mil einem BSB-Standard analog Anwendungsbeispiel 1. Danach 
werden die Mikroorganisnien in der Messkammer mit akluellen Abwa.s.serproben aus dem Zulauf der Abwasserreini- fio 
gungsanlage analog Phase I beprobt (Phase II). 

Messdatenaufnahmc und Auswerlung erfolgt analog Anwendungsbeispiel 1. 

Die Ergebnisse einiger Messwerte sind aus der Tabelle 2 zu enlnehmen. In Spalle 1 sind dabei die mit der Erfindung er- 
millellen Messwerte zusammengefassi und den in Spalte 2 nach DIN 38 409, Teil 51 ennitlelten BSB5- Werten gegen- 
ubergesiellt. In Spalle 3 ist zusatzlich der relative Fehler in Prozent angegeben. 65 

Bei Anwendung der Variante mil zwei parallel angeordneien Messkammem isl cine Verdopplung der Probenfrequcn- 
zen von 1,33 Proben/h auf 2,67 Proben/h moglich. 

Fiir die Messungen werden die prozesseigenen Mikroorganismen angewandl. wodurch die Nahrstoffdosierung pro- 
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/.ess-spczifisch gcstcuerl wcrdcn kann. 

Tabelle 1 



Ergehnissc /.inn Bcispicl 1 



BS8-Me6wert 


Vorgegebener 


Ref.Fehler 


(niit Erfindung) 


rechnerischer BSB 










18.9 mg/l 


20 mg/l 


5,50% 


21 ;8 mq/l 


25 mg/I 


12,80% 


64,2 mg/l 


60 mg/l 


7.00% 


86,8 mg/l 


80mq/i 


8.50% 


123^3 mq/l 


120 mg/l 


2.80% 


224^2 mg/l 


220 mg/l 


1 ,90% 


561 mg/l 


500 mg/l 


12.20% 


873,3 mg/l 


800 mq/l 


9,00% 


1321.2 mg/l 


1200 mg^ 


10,10% 


2074,7 mg/l 


2000 mg/l 


3.70% 


Tabelle 2 
Ergcbnisse zuiii Beispiel 2 


BSB-Me6wert 


BSB5 


Rel. Fehler 


(mit Erfrndung) 


(nach DIN 38409 T.51) 










1273 mg/l 


1095 mo/l 


16,30% 


1030 mg/l 


1 083 mg/l 


4.90% 


1049 mg/l 


980 mg/l 


7,00% 


984 mg/l 


91 5 mg/l 


7,50% 


1058 mg/l 


11 18 mq/l 


5,40% 



Palentanspriiche 

1. Verfahren zur Uberwachung aerober umwellbioiechnologischer Prozesse einschlieBHch Laborunlersuchungen, 
dadurcli gekcnnzciclinet. daB in eineni FlieBsystem piozesseigene Mikrooiganisinen in eine Messkammer einge- 
bracht. kalibriert, nachfolgend von Prober iiberslronit und Veranderungen von ZustandsgroBen detektierl. und aus- 

gewertel werden. 

2. Verfahren gem. Ansprucli 1, dadurch gekennzeichnet, dass wahnenddes Messvoiganges die prozesseigenen Mi- 
kroorganisnien in der Messkammer immobilisierl vorliegen. 

3. Verfahren gem. Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dass wahrenddes Messvoiganges die prozesseigenen Mi- 
kroorganismen in der Messkammer frei suspendiert vorliegen. 

4. Verfahren gem. Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass nach Beendigung des Messvoiganges eine autoniaii- 
sche Reinigung der Messkatruiier erfolgt. 

5. Vorrichlung zur Uberwachung aerober umwellbioiechnologischer Prozesse einschlieBHch Laborunlersuchungen 
gem. Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass die Vorrichtung aus eineni FlieBsystem mil einer Messkannuer 1 ; 
einer Steuer- und Auswerteeinheii 2 - verbunden mil einer Anzeigeeinheil 3 - sowie Pumpen und Absperreinrich- 
tungen bestehi. 

6. Vorrichlung zur Uberwachung aerober umwellbioiechnologischer Prozesse einschlieBHch Laborunlersuchungen 
gem. Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung aus einem Flielisyslem mit zwei parallel angeord- 
nelen Messkanimem 1,1 und 1,2; einer Steuer- und Auswerteeinheii 2 - verbunden mit einer Anzeigeeinheil 3- so- 
wie Pumpen und Absperreinrichtungen bestehi. 

7. Voriichtung gem. den Anspriichen 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Messkammem Signalgeber 4 in 
raumlich enger Xopplung zu den prozesseigenen Mikroorgani.smen enlhallen. 

8. Vorrichtung gem. den Anspriichen 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Signalgeber 4 vorzugsweise Sau- 
erstoff-Eleklroden sind. 

9. Vorrichtung gem. den Anspriichen 5 und 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Messkammern vorzugsweise eine 
seinipefmeabie Membran mit einem Porendurchmesser unter 10 pm enlhallen. 
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